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AVIS IMPORTANT 


Demande internationaie no / 
\^CT/FR98/00081 / 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
16 janvier 1998 (16.01.98) 


Date de priorite (jo ur/nno is/an nee) 

20 janvier 1997 (20.01.97) 


Deposa rit""* ' 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS) etc 



1. tl est notifie par la presente qu'a la date indiquee ci-dessus comme date d'expedition de cet avis, le Bureau international a 
communique, comme le prevoit rarticle 20, la demande internationaie aux offices designes suivants: 

EPJP,US 

Conformement a la regie 47.1.c), troisieme phrase, ces offices acceptent le present avis comme preuve determinante 
du fait que la communication de la dernande internationaie a bien eu lieu a la date d'expedition indiquee plus haut. et le 
deposant n*est pas tenu de remettre de copie de la demande internationaie a I'office ou aux offices designes. 

2. Les offices designes suivants ont renonce.a I'exigence selon laquelle cette communication doit etre effectuee a cette date: 

Aucun 

La communication sera effectuee seulement sur demande de ces offices. De plus, le deposant n'est pas tenu de remettre 
de copie de la demande Internationale aux offices en question (regie 49.1)a-bis)). 

3. Le present avis est accompagne d'une copie de la demande internationaie publiee par le Bureau international le 
23 juiilet 1998 (23.07.98) sous le numero WO 98/31808 

RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITRE II (article 31 .2)a) et regie 54.2) 

Si le deposant souhaite reporter I'ouverture de la phase nationale jusqu'a 30 mois (ou plus POur ce qui concerne certains 
offices) a compter de la date de priorite, la demande d'examen preliminaire international dolt etre presentee a 
t'administration competente chargee de I'examen preliminaire international avant I'expiration d'un delai de 19 mois a 
compter de la date de priorite. 

II appartient exclusivement au deposant de veiiler au respect du delai de 19 mois. 

II est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui v a son 
domicite peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

RAPPEL CONCERNANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39.1)) 

Si le deposant souhaite que la demande internationaie precede en phase nationale, il doit, dans le delai de 20 mois ou 
de 30 mois, ou plus pour ce qui concerne certains offices, accomplir les actes mentionnes dans ces dispositions aupres 
de chaque office designe ou elu. 

Pour d'autres informations importantes concernant les delais et les actes a accomplir pour I'ouverture de la phase 
nationale, voir I'annexe du formulaire PCT/IB/301 (Notification de la reception de I'exemplaire original) et le volume II 
du Guide du deposant du PCT. 
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(instruction administrative 411 du POT) 



Date d'expedition (jour/mois/annee) 
04 mars 1998 (04.03.98) 



Reference du dossier du dSposant ou du mandataire 
F17B11bisPCT 




BREESE - MAJEROWICZ 
3, avenue de I'Opera 
F-75001 Paris 
FRANCE 



NOTIFICATION IMPORTANTE 



Demande intemationale no 
PCT/FR98/00081 



Date du depot international 

16 Janvier 1998(16.01.98) 



Date de priority 

20 Janvier 1997 (20.01.97) 



D£posant': ■ ;. .i-^c'-^l'v^-,-';'----.- 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE -CNRS- etc 



1 *:-^t£t.-;>i;^"»;-^-.*f;^".-. 




La date de reception par ie Bureau international du ou des documents de priorit6 correspondant i la ou aux demandes suivantes 
est notifi6e au d^posant: . 



Demande antferieure no: Pfftg C Pr'fff't^; 

97/00540 ^ 20 Jan 1997 (20.01.97) 




Pays dans leouel ou oour leouel 
la dumandB a dfeoosee: 

FR 



Date de r6c eotion du 
document He priority 

02 mar 1998 (02.03.98) 



m 
m 



Bureau intemati nald rOMPl 
> , 34, chemin des Colombettes 
' ' " 1211 Gen^v 20, Suisse 



n de t6l6copieur: (41-22) 740,14^5 



Foncti nnaireaut ris6: 

B. Fitzgerald 
no de t6l6phone:(4V22) 338.8338 
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NOTIFICATION DE TRANSMISSION DU 
RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE 
INTERNATIONAL 

(regie 71.1 du PCT) 



Date d'expedition 
(jour/mois/ann4e) 



1 6. 0'».99 



Reference du djj^sier du d^po/sant ou du mandataire 
F17B11bisPCT y 


NOTinCATTON IWIPORTANTE 


Demande internatijpdie No. 

>cizEBas/eo68i 


Date du depot international (jour/mois/ann^e) 
16/01/1998 


Date de priority (jour/mois/ann^e) 
20/01/1997 


D^posant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECH 


ERCHE... et al. 









II est notifie au deposant que Tadministration chargee de I'examen preliminaire international a etabli le rapport 
d'examen preliminaire intemational pour la demande intemationaie et le lui transmet ci-joint, accompagne, le 
cas echeant, de ces annexes. 



2. Une copie du present rapport et. le cas echeant, de ses annexes est transmise au Bureau intemational pour 
communication a tous les offices elus. 

3 Si tel ou tel office elu I'exige, le Bureau intemational etablira une traduction en langue anglaise du rapport (a 
rexclusion des annexes de celui-ci) et la transmettra aux offices interesses. 

4. RAPPEL 

Pour aborder la phase nationale aupres de chaque office elu, le deposant doit accompiir certains actes (depot 
de traduction et paiement des taxes nationales) dans le delai de 30 mois a compter de la date de prionte (ou 
plus tard pour ce qui conceme certains offices) (article 39.1) (voir aussi le rappel envoye par le Bureau 
intemational dans le fomriulaire PCT/IB/301). 

Losrqu'une traduction de la demande intemationaie doit etre remise a un office elu, elle doit comporter la 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international. II appartient au deposant d etablir la 
traduction en question et de la remettre directement a chaque office elu interesse. 

Pour plus de precisions en ce qui conceme les delais applicables et les exigences des offices elus, voir le 
Volume it du Guide du deposant du PCT. 



Norn et adresse postale de l adminstration chargee de I'examen 
preliminaire international 
Office europeen des brevets 

JD-80298 Munich 
Tel. (+49-89) 2399-0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 



Fonctionnaire autorise 
P e ra l t L a ppas . 

Tel.( +49-891 2399-8052 
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RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



R^f^rence du dossier du deposant ou du 

mandataire 

F17B11bisPCT 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formutaire PCT/IPEA/416) 


Demande intemationale 
PCT/FR98/00081 


Date du d^pot international (jour/mois/ann4e) 
16/01/1998 


Date de priority (jour/mois/ann^e) 
20/01/1997 


Classification intemationale des brevets (CIB) 
C12N15/13 


ou k la fois classification Rationale et CIB 


Deposant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE... et al. 



international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

H II est accompagnd d'ANNEXES. c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
et6 modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications fartes aupres de 
fadSSon chargee de Cexarr^en pr^iminaire international (voir la regie 70.16 et instruction 607 des Instructions 

adminlstratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 5 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points sulvants: 

I S Base du rapport 

II □ Prlorite 

III □ Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute. I'activite inventive et la possibilite 

d'application industrielle 

IV □ Absence d'unite de I'invention 

V S Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibilite 

d'application industrielle; citations et explications a Tappui de cette declaration 

VI □ Certains documents cites 

VII □ Irregularites dans la demande intemationale 

VIII □ Observations relatives a la demande Internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

31/07/1998 


Date d'achdvement du present rapport 


Nom et adresse postale de I'administration charg^e de 
I'examen preliminaire international: 

„. Office europeen des brevets 
0-80298 Munich 

Tel. (+49-89) 2399-0 Tx: 523656 epmu d 
1 Fax: (+49-89) 2399-4465 


Fonctionnaire autorisd 

1 J) 1 

N' de telept^one (+49-89) 2399 8668 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale PCT/FR98/00081 



I. Bas du rapport 

1 Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme Initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne conttennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -21 version initiate 

R vendications, N"": 

-|.-|8 re9ue(s) avec telecopie du 01/04/1999 

Dessins, feuilles: 

1/5-5/5 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n" : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Obsen^ations complementaires, le cas echeant : 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII. feuiHe 1 ) ijanvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
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Demande intemationale n° PCT/FR98/00081 



V Declaration motiv s Ion rartici 35(2) quant a la nouveaut Tactivit ' inventive t la possibilite 
d'application industrielle; citations et xplications a I'appui de cette declaration 

1 . Declaration 

Nouveaute O^i : Revendications 

Non : Revendications 1-11,14,15,17 

Activite inventive Oui : Revendications 

Non : Revendications 12,13,16,18 

Possibilite d'application industrielle Oui: Revendications 1-18 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres I-VIH. feuille 2) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN Demands intemationale n° PCT/FR98/00081 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

Section I: Base du rapport d'examen preliminaire Internationale 

II est fait reference aux documents suivants: 
D1 WO-A-9006997 

D2 D. Noel et al. Journal of Immunological Methods, vol.193, N°2, 21 juin 1996, 
p. 177-87 

1 ) Modifications (Articles 34 (2)(b) et 1 9(2) PCT) 

Les modifications apportees aux revendications 1-18 semblent etre acceptables et 
n'etendent pas I'objet de la presente demande au-dela du contenu de la demande 
telle qu'elle a ete deposee. 

Section II: Priorite 

2) Priorite (Article 8 PCT) 

Ce rapport d'examen preliminaire intemationale est fonde sur I'assomption que 
toutes les revendications jouissent d'un droit de priorite datant du depot du 
document de priorite. S'il s'averait qu'il n'en etait pas ainsi, le document P cite 
dans le rapport de recherche Internationale pourrait devenir pertinent. 

Section V: Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute. 

I'activite inventive et la possibilite d'application industrielle; 
citations et explications a I'appui de cette declaration 

3) Nouveaute (Article 33 (2) PCT) 

3.1 D1 decrit des cellules endothelials de mammifere, de preference humaines, 
transformees avec un vecteur contenant un promoteur et un gene codant pour 
une proteine heterologue. Ce vecteur peut inclure une sequence signal, 
necessaire a la secretion de cette proteine (voir p2-3 lignes 21-32 et lignes 1-8 
respectivement)., Cette proteine est par exemple un anticorps (voir p.8 , lignes 10- 
21). 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR98/00081 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

D1 decrit aussi une utilisation preferentielie de vecteur retroviraux ou adenoviraux 
et la transformation a I'aide de liposonnes. de dextrane sulfate, par lipofection ou a 
I'aide de particules de tungstene. Enfin. D1 mentionne que la cellule endotheliale 
de mammifere utilisee est derivee de I'hote dans lequel la transformation doit 
avoir lieu (voir p.5 dernier paragraphe). 

D2 decrit la transfection de cellule COS-7 avec des plasmides exprimant les 
chaTnes TglOH et -k. Ce document montre aussi que I'anticorps monoclonal Tg10 
clone possede une affinite similaire a Tanticorps parental (voir resume). La 
transfection des vecteurs codant pour la chame lourde et legere dans la cellule 
COS-7 ou la transformation avec un vecteur codant pour les deux chaines 
d'anticorps produisent des anticorps recombinants secretes fonctionnels (voir 
p. 183, paragraphe 3.2). D2 mentionne egalement une liaison entre la chame 
lourde rTglOH, produite par la cellule COS-7 transfectee avec PM124. et la 
thyroglobuline humaine (voir p. 184, col.1, dernier paragraphe). 
Ces deux enseignements anticipent. par consequent, le materiel biologique des 
revendications 1-1 1, 14, 15, 17. 

4) Activite inventive (Article 33 (3) POT) 

4. 1 Les revendications dependantes 1 2, 1 3 ne contiennent aucune caracteristique 
qui, en combinai'son avec celles de I'une quelconque des revendications a 
laquelle elles se referent, definisse un objet qui satisfasse aux exigences du PCT 
en ce qui concerne I'activite inventive, et ce pour les raisons suivantes: 

Un materiel biologique et une utilisation tels que decrit dans les revendications 1- 
11, sont connus dans I'art anterieur (voir point 3.1 cl- dessus). Le materiel 
biologique est en outre adapte a une utilisation therapeutiques (voir D1. p.9, 
lignes 8-12). Le choix de diriger I'anticorps contre un antigene tumoral ou encore 
centre un antigene specifique des cellules infectees par un virus sont des choix 
depourvus d'activite inventive, lis correspondent a un choix que la personne du 
metier aurait effectue selon les circonstances. Les revendications 12 et 13 sont 
done evidentes. 

4.2 Le materiel biologique decrit aux points 3.1 et 4.1 est connu ou evident. De plus, 
I'utilisation de ce materiel a des fins therapeutiques est egalement decrite. II 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR98/00081 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



semble done que I'utilisation de ce materiel biologique pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement des cancers ou des infections 
virales correspond a un choix evident. L'objet de la revendication 16 n'est done 
pas inventif. 

4.3 L'utilisation d'une sequence d'acide nucleique selon la revendication 18 est 

connue {voir point 3.1 ci-dessus). La selection d'un traitement limite aux cancers 
ou au infections virales est un choix parmi d'autres que la personne du metier 
aurait envisage suivant les circonstances. La revendication 1 8 est evidente. 
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REVENDICATIONS . 



1) Maceriei biciogique pour la preparation 
do coir.poGiLioiiL^ phar'maceut-.i ques dOMJCi nees k Lrciilcr un 

5 n:-iiainifcrc par transtcrt cie gene, comprfrnanr. , =joit ciu 

moins une .sc^quence cl'acide nucleique cQiiLcncint ;:n gene 
therapeut^que et se presenranL c^ous une liox'mo perir.our.anr. 
Ic 'j.rcinsfcrt iri vivo dudir. cene aarii:; des cellules de 
mamir.ifere, soit au moins uno cellule mamnvi f f=;re ne 

iO produisanr pas nar.urellemeiii des ariLicorp-;, 

geneticfuement modifiec In vit^-o par au rr.oins m-.e 
sequence d'aclde nucleiq-ue precddente. er j^c pre^encant. 
sous une forr:\e permettant son incorporation dan^; 
l*organisme d'un mcimmif^re ainsi qu * eventuellement sa 

15 culture prealabJe, caracterisc en ce que ladite sequence 

d'acides nucl6iques contient un g&ne d'anticorps ct des 
elements assurant 1 ' expresfsion in vivo dudic g-ene 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un maminifdre d'une quantite th6rapeut iqueincnt effi.cace 

^0 cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des 

cellules dudit mammifere g^netiquement modifiees par 
ladite sequence d'acides nucleiques et ne produisetnt pas 
naturellement des anticorps. 

2) Materiel biologique selon la 
revendication 1, caract6rise en ce qu'il comprend une 
sequence d'acide nucleique contenant un gene d'anticorps 
et des elements assurant 1' expression in vivo dud.i L gene 
d'anticorps et la secretion dani^: la circulation sanuuine 
d'un mammifere d'une quantite th^rapeutiquemen r. efficacc- 
de cet anticorps ou d'^on fragment de :velui-ci, par des 
cellules dudit mammifere g^net iquement modifiees par 
ladite sequence d'acides nucleiques et ne produi Dane pa.-j 
naturellement des anticorps, ladite sequence se 
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prti,-,enc.anL yous lei forn- o'Lme «emiency d • AW ; ou d • 



nuc . 



3 ) M^i r.er i s 1 b.i o 1 ogi cue sc-ion ! =^ 

revcnciicacion 1. carreer Ise en cc. ' i 1 comprer.d un^ 
sequence d'acide nucleique cr.,ni-nm-.c un uono d • anr. i r.orp- 
et de.s ^lenenr.c: .i.-5.urant 1 cxpre.--.=:ion In vivo chK'li r. g^i-,e 
d'anticorps .u. .secretion dan« la circulation .=.angu i nr. 

d;-.in mammifere d ■ uiit- quaiuice r.hercipeuu j.cr..ic::merir. eificacc 
dt cct ciruicor;;;:-: ou d'un fraciinom:. de celui-ci, par des 
cellules dudit mcunmi Here genet iquumonf. modifiees pax- 
Iddite secraence d ' acides nucleicj^es et no produisanr. pa« 
naturclldn-.ont. dc- anticoros, 1 adice seqvi.vr.oe er.ant 
complexee ou conjuguoo A une ir.olecule ou subsuanco 
porteuse . 

4) Kateriex biologigue selon la 

revenaication 1, caracLcrise en cc qu ■ i 1 comurend une 
sequence d'acide nunleicrae convenant un gene d'anhicorps 
et des elements assuranU 1 ' expression in vl^^o dudir gene 
d'ancicorps -t la secretion cans la circulation sanguine 
d'un mammifere d'une quanrite thcrapeutiquemsnt cfficace 
de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit maimnifere genetiquement modifides par 
ladite sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
nature lleir.ent des anticorps. ladiLe sequence euant un 
vecteur pem^ettant le transiert efficace in ^i^o du gene 
d'einticcrps dans des cellules. 

Materiel biolocficruc cii la 

revendication 4. caractor L..e en c-^ goe le vecteur <,s,t un 
vecteur vira.l biologique. 

6) Materiel bioicg.Uiue seion la 

revendicanion 1, caraci-.erise en ce cr.:'il est conc^r.icue 



FEUILLE hfiODIFIEE 



2^ 



10 



15 



20 



25 



30 



de ceilu'le.s ne produL'^cn f. pas nature] lemer.r. de=i 
cvnr.ic:orpn, ,sourt une forme permer. tant leur incorporav-ion 
dciris 1 ' organisinc d ' un rna mnvi fere ciiniri qu * ^venr.uel lerr.enL 
leur culr.\:re ■ preciiabic, lftf;dires cclJ.uJe.s er.cant: 
cjcTuit.. i quc.:inc.:ni. rt\odit;iee£ par au laoins une .'itCLiuerice 
d'ciciucs nucleiquoy contenanr. im gene d ' anr.icox-as et: dcs 
elements assurifLnt 1 ' cxprei^.s icn ^r. vivo dudir c/ene 
d'ant-icorp-: e-:. la secretion dcuis la circu-^citiori .^anguine 
d'un lucuiuaiierc d ' unc ciuanr.ir.e thc^raFjcur. i qiie.^er.t el Llcace 
dtH c.'fti. rjnt-.i corps ou d'un frag.T^t^nt de celui-ci . 

7) Materiel biologic[ue pour la preparation 
det f:oinpof:iLions phcLrmaceut iqut^s destinees a Lraiter un 
iRcUTL^iferc par transferr. de gene, selon la revcndicaci on 
6. caracterise en ce Que les cellules ne produisant pas 
nai-urellejrt^ent des anticorps proviennent soit du 
majTjnifere k traitor, colt d'un autre mammifere que celui 
a traiter ayant. subi t un traite:T\enc les rcndanu 
compatibles . 

8) Materiel biologique selon 1 ' une 
Quelconciue dot: revendications precedentes , caracterise 
en ce que les cellules ne produisant pas naturellement 
des anticox-ps sont choisies parmi celles possedanc : 

la capacity de pouvoir secreter des 
proteines dans la circulation sanguine d'un manimifere; 

- une longue duree de vie dans 1 ' organisme 
d'un inaxnini£6re, d'au moins plusi.eurs mcis a plusieurs 
annees jusqLi'a la vie entiere du patient. 

9) Materiel biologiqiie >selon la 
revendicar.ion 8, caract6rise en ce que les cellules ne 
produisant pa;? naturellement de^r anticorps .vont choisies 
parmi celles acceptant facilement d'etre prelevees. 
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inociiliee.^:: y one Liqucmcnu vii^o ei*. implciMi:ee-:: che;-. 
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mcixnmif ere . 



10) Materit?;] biologique seluri V un*r; 
quelconque dies revendicaciorx:.^ S et 9, caracrerise en co 
que le-j cefi lu'i ei? n^; prcduisant pas riciL-urel *; emenr. des 
anticcrpij ;jonL choifties p^irmi 1 keratinoc:y l.e.s , les 
hepatocytes, les fibroblasr.es de poau, les ir.yoblas Lee; , 
le-i cRllulec; endothelialcs er. les ce.nule=; souchc-:; 

^0 iieraeitopcxet icrues . 

11) Materiel biologique celon 1 • uno 
q^aelconq-ae des revendi cat ions precedeutes, caracLerise 
en ce qiie le gene d'anticorps esz un gene codant pour un 

15 anticorps nacif, un fragment ou un derive de cct 

anticorps tel qu'un anticorps cbim^rlque. 



12) Materiel biologique pour la preparation 
de compositions phamiaceutiques destinees a trair.er ou a 
prevenir un cancer chez un sujet, selon la revendicacion 
11. caracterisd en ce que ledit anticorps, fragir.ent ou 
derive d'anticorps est dirige contre un antigene 
specif ique de cellules tumorales. 



13 > Materiel b iologique pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinees a traiter ou a 
prevenir una infection ou une expansion virale chez un 
J^ujet, selon la revendication 11, caracterise en ce que 
iGdit antlcorps fragment ou deriv6 d'anticorps est 
30 dirige contre un antigene specifique du virus 

rcspOM£4able de la dite infection ou contre un antigene 
specif iquc dos cellules infectees par ledif. virus. 

14 ) Composition pharmaceutique comprenanc un 
35 materiel biologique selon 1 ^ une quelconque des 
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revendicauions 1 a 13 avantageusciuenc en associcHrion 
avec un vehicule pharmaceuciquement ricceptable . 

15) Cellule >^/jiru^iiie ou non produis:-inL pci;^* 

^ naturelleir.ent des ai'.ticorps, caracrerisec en c^. qu'elle 

est genetiquement modifiee pai- au moins urie ycciuencc: 
d'acide nucleique contftr.ant un gene d * c^.n-icorp;:; 
therapeurique et des elemeni.ft ^vssurant. 1 * expression i-. 
vi\^o dudit gene danticorps cL la secretion dan-i la 
10 circulation sanguine d'un nammifere ayant revu lesdites 

cellules d'une quantite cherapeutiquer-ter.r. cZiicac^ de 
cet anticorps ou d*un fragment de ccluj-ci. 
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16) Utilisation d'un materiel biologique 
selon I'une quelcong^ue des revendicatxons 1 a 13 ou de 
cellules selon la revendica tion 15, pour la preparation 
d'une corrposition pharmaceutique destinee au traitenient 
des cancers ou d' infections virales. 

1"^) Utilisation d ' une sequence d'acide 
nucleiquGs contenant un gene d^anticorps et des ^l^ments 
assurant 1' expression in vivo dudit gene d'anticorps ec 
la s^cr^tion danss la circulation sanguine d'un rr.ammif ere 
d'une quantite therapeutiquement efficace de cet 
anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des cellules 
dudit mammifere genetiquement modifi^es par ladite 
sequence d'acides nucleiques et ne produisanr. pas 
nature 11 ement des anticorpa, pour la preparacion de 
compositions pharmaceutiques destinees a era iter un 
30 mamniifere par transfert de gene. 

18) Utilisation selon la revendicac:! on 17, 
pour la preparation d'unc composition pharmaceui.-.i que 
destin<§e au craitemenc des cancers ou d ' inf ecrions 
35 virales . 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR98/00081 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have beenjurnished to the receding Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments): 



the international application as originally filed. 



the description, pages 
pages 
pages 
pages 



1-21 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



1-18 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



01 April 1999 (01.04.1999) 



the drawings. 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/5-5/5 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



- I — I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
• I — I to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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InteJHRbnal application No. 
PCT/FR 98/00081 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been Jurmshed to the receiving Office in response to an invitation 
under Article J 4 are mfen^d to in this report as *'originalfy filed'' and are not annexed to the report since they do not contain arnendme^^^ 



Reference is made to the following documents: 



Dl: WO-A-9006997 

D2 : D.Noel et al. Journal of Immunological Methods, 
vol.193. No. 2, 21 June 1996, pp. 177-87, 

1) Amendments (PCT Article 34(2) (b) and PCT Article 
19(2)) 



The amendments made to Claims 1 to 18 appear to be 
acceptable and do not extend the subject matter of 
the present application beyond the content of the 
disclosure as filed. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



InteMRbnal application No. 
PCT/FR 98/00081 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: 1 1 



2) Priority (PCT Article 8) 

This international preliminary examination report 
is based on the assumption that all the claims 
enjoy the right to priority from the date on which 
the priority document was filed. If this did not 
prove to be the case, the P document cited in the 
international search report could become relevant. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 



"T^^ovettytN)" 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (lA) 



YES 



Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-11, 14, 15, 17 



12, 13, 16, 18 



1-18 



NO 

YES 

NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

3) Novelty (PCT Article 33(2) 

3.1 Dl describes mammal endothelial cells, preferably of 
human origin, which are transformed with a vector 
containing a promoter and a gene coding for a 
heterologous protein. This vector can include a 
signal sequence, necessary for the secretion of this 
protein (see pages 2 and 3, lines 21 to 32, and 
lines 1 to 8 respectively) . This protein is, for 
example, an antibody (see p. 8, lines 10 to 21). 



Dl also describes a preferred use of retroviral or 
adenoviral vectors and the transformation, by means 
of liposomes, of dextrane sulphate by lipofection or 
using tungsten particles. Finally, Dl refers to the 
fact that the mammal endothelial cell used is 
derived from the host in which the transformation is 
to take place (see p-5, last paragraph). 

D2 describes the transfection of the COS-7 cell with 
plasmids expressing the chains TglOH and -k. This 
document also discloses the fact that the monoclonal 
antibody cloned TglO possesses a similar affinity to 
the parental antibody (see abstract) . The 
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transfection of the vectors coding for the heavy and 
light chain in the COS-7 cell or the transformation 
with a vector coding for both chains of antibodies 
produc G G functional s e cret ed-^eoombi nant anti bod ies — 



(see p. 183, paragraph 3.2). D2 also refers to a bond 
between the heavy chain rTglOH, produced by the cell 
COS-7 transfected with PM124, and human 
thyroglobulin (see p. 184, col.l, last paragraph). 
Consequently, these two teachings anticipate the 
biological material of Claims 1 to 11, 14, 15 and 
17. 



4) Inventive step (PCT Article 33(3)) 

4.1 Dependent Claims 12 and 13 do not contain any 

features which, in combination with those of any of 
the features to which they refer, define a subject 
satisfying the requirements of the PCT as regards 
inventive step for the following reasons: 

A biological material and a use as described in 
Claims 1 to 11 are disclosed by the prior art (see 
3.1 above). In addition, the biological material is 
suitable for therapeutic use (see Dl, p. 9, lines 8 
to 12) . The choice of directing the antibody against 
a tumoral antigen or also against a specific antigen 
of the cells infected by a virus are choices devoid 
of inventive step. They correspond to a choice which 
a person skilled in the art would have made 
according to the circumstances. Claims 12 and 13 are 
therefore obvious . 



4.2 The biological material described in 3.1 and 4.1 is 
either known or is obvious. Furthermore, the use of 
this material for therapeutic purposes is also 
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described. The use of this biological material for 
the preparation of a pharmaceutical composition to 
treat cancers or viral infections therefore appears 

t o correspond to a n ob vjrotts— ch o i c e . — T h e subj e ct 

matter of Claim 16 is not therefore inventive. 



4,3 The use of a nucleic acid sequence according to 

Claim 18 is known (see 3.1 above). The selection of 
a limited treatment for cancers or viral infections 
is one of several choices which a person skilled in 
the art would have envisaged according to the 
circumstances. Claim 18 is obvious. 
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Deposant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE 
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1, [Y] II est notifie au deposant que le rapport de recherche internatlonale a et6 etabll et lui est transmis ci-joint. 

Depot de modifications et d'une declaration selon I'article 19 : ^^ 

Le deposant peut, s'll le souhaite, modifier les revendications de la demande Internationale (voir la regie 46): 

Quand? Le d6lai dans lequei les modifications doivent etre d6posees est de deux mois a compter de la date de 
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d6sign6s. 

I I la reserve n'a encore fait t'objet d'aucunedecision: d6s qu'une decision aura ete prise, le d6posant en seraavis6. 
Mesure(s) consecutive<s) : II est rappel6 au deposant ce qui suit: 
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Bureau international. Si le deposant souhaite 6viter ou diff^rer la publication, il doit faire parvenir au Bureau international 
une declaration de retrait de la demande internationaie. ou de la revendication de priorite, conformementaux regies 
90i)/s.1 et 90b/s.3, respectivement. avant I'ach^vement de lapreparation technique de la publication internationaie. 
Dans un d6lai de 19 mois k compter de la date de priorite, le deposant doit presenter la demande d'examen preliminaire 
international s*il souhaite que I'ouverture de la phase nationale soit reportee a 30 mois a compter de la date de priorite 
(ou meme au-del^i dans certains offices). 
Dans un detal de 20 mois k compter de la date de priority, le deposant doit accomplir les demarches prescrites pour I'ouverture 
de la phase nationale aupres de tous tes offices designes qui n'ont pas ete elus dans la demande d'examen preliminaire 
international ou dans une election ult6rieure avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la datede pnorite ou 
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NOTES RElCTTvES AU FORMULAIRE PCT/ISA/220 



Les preserrtos notes Bont dostindos a donnor les instfucttoha eaaontielles concemant le d6p6t de friodific^ons »olon 
rarticteig Les notes sont fondoea aur lea exigencoa du Traite de cooperalion en mati^re de brevets (PCT). du rtfllement 
d'execution et dea inatructiona adminiatrativea du PCT. En caa de divergence entre lea pr^aentea ^^^^^ .^Vf^"^ 

cea demierea qui primenl. Pour de p(u3 amplea renaeignementa, on peul auasi conaulter te Guide du deposant du PCT, qui eat una 
publication de TOM PI. 



Dana lea preaentea notes, lea termea 'articie-. "regie* et Inatnjction" renvoient aux diapoaitiona du traite. de son r6glement 
d'execution et dea inatructiona admin iatrativea du PCT, respect K/ement. 



INSTRUCTIONS CONCERN ANT LES MODIFICATIONS SELON U ARTICLE 19 

Aprea reception du rapport de recherche intemationale, le depoaant a la possibility de modifier une fois lea revendicationa 
de la domande intemationale. On notera cependant que. comme toutea lea partiea de la demande (ntemationale (revendtcatona 
description et dessina) peuvenl Mre modifides au cours de la procedure d-examen proliminaire intemattonai. (I n est g6n6raJement 
pas necessairo de deposer de modifications dea revendicationa aelon I'artide 1 9 aauf, par exemple, au caa ou le deposant aouhaite 
que ces demt^res soient publi^ea aux fins d-une protection proviaoire ou a une autre raiaon de modifier lea revendi cation a avant 
la publication intemationale. En outre, il convient de rappeler que I'oblention d'une protection proviaoire n'eat poaaiUe que dana 
certaina Etats. 



Quellea partiea de la demande Intemationale peuvent etra modtfloas? 

Selon raitide 19. lea revendicattons exduaivement. 

Ourant la phase .ntemationalo, les revendicationa peuvent ausai etre modifidea (ou modifides k nouveau) aelon 

l artide 34 aupr6a de I'acfrniniatration chargee de I'exanr^en preliminaire intemational. La deacription et lea deaaina 

ne peuvent «re modrfidea que selon Tarticlo 34 auprds de Tadministration charge de I'examen prdhminaire international. 

Lora de I'ouverture de ta phase nationale, toutea lea partiea de la demande intemationale peuvent dtre modifides selon 
I'artide 28 ou, le caa eoheant, aelon I'artide 41 . 



Quand? Dana un ddlai de deux mois k compter de la date de transmission du rapport de recherche intemationale ou de 16 mots 

k compter de la date do priorite. selon I'echeanco la plus tardive. II convient cependant de noter que les mo<ificatior» 
seront reputees avoir etd re9ues en temps voulu si ellea parviennerrt au Bureau intemattonai aprda I'expiration du ddlai 
applicable mais avant Tachdvement de la preparation technique do la publication intemationale (rdgle 46.1 ). 



Oil ne pas deposar lea modtflcationa? 

Les modifications ne peuvent dtre ddpoadea qu'auprds du Bureau international; ellea ne peuvent 6tre ddpoades 
auprea de I'office recepteur ni aupr^s de I'adminiatration chargde de ta recherche intemationale (rdgle 46.2). 

Lorsqu'une demande d'examen prdliminaire intemational a etd/est ddposde. voir plus loin. 



Comment? Soit en supprmiant entidrement uno ou plusiourm reven^ications. sort en ajoutant une ou plusieum revencications 
nouvelles ou encore en modifiant le texte d une ou de plusieurs des revendications lelles que ddposdea. 

Une feuille de remplacement doit dtre remise pour cheque feuille des reven<4cations qui, en raison d'une ou de 
plusieurs modifications, diffdre de la feuille initialement d^poaee. 

Toutes les revendications figurant sur une feuille de remplacement doivent etre num6rotdes en chiffres arabes. Si 
une revendication est supphm^e, il n'est pas oWigatoiro de renumdroter les autres revendications. Chaque fois que 
dea revendicationa sont renumerot^es, eties doivent I'dtre de fa^on continue (instruction 205. b)). 

Las modifications doivent etro effectuaea dans la langue dans laquelle la demande Internationale eat public. 



Quels documents dolvent/peuvant accompagner tea modificatlona? 
Lettra (Instruction 205.b)): 

[m modifications doivent dtre accompagnees d'une lettre. 

U lettre ne sera pas put>li6e avec la demande intemationale et les revendicationa modifiees. Elle ne doit pas «re 
cxjnfondue avec la "dedaration selon Tarticle 19.1)* (voir plus loin sous "Declaration aelon I'artide ig.l)*). 

La lettre dott etre redlgee en anglais ou en fran^ls, au choix du deposant. Cependant, «l la langue de la demande 
Intematl nal eat Panglais, la lettre doit etre redlgee en anglais; si la iangue de la demande Intematlonaie est I 
fran^ais, la lettre dolt etre redlgee en fran^ais. 
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NOTES REl3fflVES AU FORMULAIRE PCT/ISAy220 (WTto) 



La iettre doit indiquer tes differences oxistant entre lea rovendications telies que deposees et les revendicaJions telles 
que modifioes. EHe doit indiquer en particulier, pour chaque reven die at ion figurant dans la demande Internationale 
(6tant entendu que des indtcationa identiques concemant plusieurs revendicationa peuvent etre group^a), si 

i) la revendication n'est pas modtfiee; 

ii) la revendication eel supprimee; 
til) la revendication est nouvelle; 

iv) la revendication remplaoe une ou plusieurs revendicationa telles que deposes; 

v) la revendication est le resultat de la division d'une revendication telle que deposee. 

Les exemplos sulvants lllustrent la manlire dent les modifications dolvent etre expllqu^ dans la Iettre 
d'acoompag nement : 

1 [Lorsque le nombre des revendications deposees initialement s'elevaK 4 46 et qu*d la suite d'une modification de 
oertaines revendicationa il s'eleve a 51]: 

"Revendications 1^15 remplacees par les revendications modifiees portant les memes num^ros; revendicationa 
30, 33 et 36 pas modifiees; nouvelles revendications 49 d 51 ajout^es." 

2. [Lorsque le nombre des revendications deposees initialement s'^levait a 1 5 et qu'A la suite d'une modification de 
toutes les revendications il s'dldve a 11 ]: 

Revencications 1^15 remplacees par les revendications modifiees 1 ^11* 

3. (Loreque le nombre des revendications deposees inttialemerrt s'elevait a 1 4 et que les modifications consistent a 
supprimer certaines revendications et k en ajouter de nouvelles]: 

'Revendicationa 1 i 6 et 14 pas nxidifiees; revendications 7 A 13 supphmees; nouvelles revendications 15J6 et 
17 ajouteea." ou 

■Revendications 7 A 13 supprimees; nouvelles revencfications 15, 16 et 17 ajouteea; toutes lea autres revendications 
pas modifiees.* 

4. (Lorsque plusieurs sortes de modifications sont faites]: 

'Revendications 1-10 pas modifiees; revendications 11 A 1 3. 18 et 19 supprimees; revendiattons 14, IS et 16 
remplacees par la revendication modifi^e 14; revendication 17 divis^e en revendicationa modifi6ea 15, 16 et 17; 
nouvelles revendications 20 et 21 ajouteea * 

-Declaration selon l*artlcle 19.1)** (Rbgle 46.4) 

Les modifications peuvent etre accompagnees d'une declaration expliquant les modifications et prodsant I'trwidenoe 
que ces demierea peuvent avoir sur la description et sur les dessins (qui ne peuvent pas etre modifies selon 
rarticle19.1)). 

La declaration sera publiee ovec la demande intern ationale et les revendications modifiees. 
Elle doit etre redigee dans la langue dans laquella la damandelntemartlonale est publiee. 
Elle doit etre succinete (ne pas depasaar 500 mots si elle est etablie ou traduite en anglais). 

Elle ne doit pas etre confondue avec la Iettre expliquant les differences existant entre les revendications telles que 
deposees et les revendications telles que modifiees, et ne la remplace pas. Elle doit figurer sur une feuilla distincte et 
doit etre munie dun titre permetlant de Tidentifief comma telle, constttue de preference des mots "Declaration selon 
rartide19.1)" 

Elle ne doit contenir aucun commentaire denigrant retatif au rapport de recherche intemationale ou 4 la pertinence des 
citations que ce demter oontient. Elle ne peut se referer k des citationa se rapportant k une revendication donnee et 
oontenues dans le rapport de recherche intemationale qu'en relation avec une modification de cette revendication. 



Consequence du fait qu'une demande d*examen prelimlnatre Intematlcnal alt dej^ ece presentee 

Si, au moment du depdt de modifications effectuees en vertu de I'article 1 9. ur^ demande d'examen preiimtnaire 
intemational a dej^ ete presentee, le deposant doit de prefererice, lors du depot des modifications auprds du Bureau 
intemational, deposer egalement une copie de ces modifications aupres de Tadministration chargee de I'examen 
preliminaire intematksnai (voir la rdgle 62.2a). premiere phrase). 



Consequence au regard de la traduction de la demande Intemationale lors de Touverture de la phase nationals 

L'attention du deposant est appeiee sur le fait qu'it peut avoir k remettre aux offices deaignes ou eius, lors de I'ouverture 
de la phase nationale, une traduction des revendications telles que modifiees en vertu de I'article 1 9 au lieu de la 
traduction des revendicationa telles que deposees ou en plus de oelle-ci. 

Pour plus de precisions sur les exigences de chaque office designe ou elu, voir le volume II du Guide du deposant 
duPCT. 
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le texte est approuve tel qu'il a ete remis parle deposant 

le texte (reproduit dans le cadre III) a et6 etabli par I'administration conformement ^ la 
regie 38,2b). Le deposant peut presenter des observations ^ radminlstration dans un d6lai 
d'un mols k compter de ia date d'expeditlon du present rapport de recherche internationale. 



6. La figure des dessins k publier avec I'abrege est la sulvante: 

Figure n° suggeree par le deposant. 

I I parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 
I I parce que cette figure caracterise mieuxl'invention. 



Aucune des figures 
n'est k publier. 



Formulaire PCT/lSA/210 (premiere feuille) (juillet 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHajWTERNATIONALE 



Oemande^^^k^tionate No 

PCT/fWR/00081 



A. CLASSEMENTDE L'OBJET DE LA DEMANDE ^ n a x/ a O / f\f\ TlOMC/in 

CIB 6 C12N15/13 A61K31/70 A61K48/00 C12N5/10 



Selon la classitication intemationale des brevets(CIB) ou A la tois selon la classificatio n nationale et la CiB 
B. DQMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee^syst^me de classification suivl des symboles de classement) 

CIB 6 A61K C07K 



Documentation consultee autre que la documentation mini mate dans la mesure ou ces documents reinvent des domaines sur lesquels a port^ (a recherche 



Base de donnees electronique consutt6e au cours de la recherche intemationale (nom de la base de donn^es, et si celaest realisable, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES CQMME PERTINENTS 



Cat6gorie ^ 



Identification des documents cit6s, avecje cas 6cheant. I'indicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



wo 90 06997 A (U.S. 
1990 

voir exemple 1 
voir revendications 



GOVERNMENT) 28 juin 



E. FENJVES ET AL.: "Systemic delivery of 
secreted protein by grafts of epidermal 
keratinocytes: Prospects for keratinocyte 
gene therapy. " 
HUMAN GENE THERAPY, 
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vol. 193, no. 2, 21 juin 1996, AMSTERDAM, 
PAYS BAS, 

pages 177-187, XP002044925 
voir abrege 
voir figure 1 


1-18 


A 


R. BEERLI ET AL. : "Intracellular 
expression of single chain antibodies 
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97/00540 20 janvier 1 997 (20.0 1 .97) FR 



(71) D^osant (pour tous les Etats designis saufUS): CENTRE NA- 

TIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS) 
[FR/FR]; 3, rue Michel Ange, F-75015 Paris (FR). 

(72) Inventeurs; et 
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Avec rapport de recherche internationale. 

Avant V expiration du delai privu pour la modification des 

revendications, sera republiie si de telles modifications sont 

regues. 



(54) Title: BIOLOGICAL MATERIAL FOR TREATING A MAMMAL BY ANTIBODY GENE TRANSFER AND PHARMACEUTI- 
CAL COMPOSITION CONTAINING SAME 

(54) Titre: MATERIEL BIOLOGIQUE POUR LE TRAITEMENT D'UN MAMMIFERE PAR TRANSFERT DE GENE D* ANTICORPS 
ET COMPOSITION PHARMACEUTIQUE LE CONTENANT 



(57) Abstract 



The invention concerns a biological material for preparing a pharmaceutical compositions for treating a mammal by gene transfer, 
comprising, either at least a nucleic acid sequence containing a therapeutic gene and in a form enabling in vivo transfer of said gene into 
the cells of the mammal, or at least one cell of the mammal not naturally producing antibodies, genetically modified in vitro by at least 
a previous nucleic acid sequence, and in a form enabling its incorporation into the mammaFs system as well as optionally its previous 
culture. The invention is characterised in that said nucleic acid sequence contains an andbody gene and elements for expressing in vivo said 
antibody gene and the secretion in the blood circulation of a mammal a therapeutically effective amount of this antibody or a fragment of 
it, by cells of said mammal genetically modified by said nucleic acid sequence and not naturally producing antibodies. The invention also 
concerns the pharmaceutical compositions containing this biological material. 

(57) Abrege' 



L' invention conceme un mat6riel biologique pour la preparation de compositions pharmaceutiques destin6es k traiter un mammif^rc 
par transfer! de g^ne, comprenant. soit au moins une s6quence d*acides nucl^iques contenant un g^ne th6rapeutique et se pr€sentant sous 
une forme permettant le transfert in vivo dudit g^ne dans des cellules de mammif^re. soit au moins une cellule de mammiftre ne produisant 
pas naturellement des anticorps. g6n6tiquement modifi^e in vitro par au moins une sequence d'acides nucl6iques pi^c^ente, et se pr6sentant 
sous une forme pemiettant son incorporation dans Torganisme d*un mammif^re ainsi qu*6ventuenement sa culture pr6alable, caract6ris6 en 
ce que ladite s6quence d'acides nucMiques contient un g^ne d'anticorps et des 616ments assurant Texprcssion in vivo dudit g^ne d'anticorps 
et la s6cr6tion dans la circulation sanguine d'un mammiftre d'une quantit6 th6rapeutiquement efficace de cet andcorps ou d*un fragment 
de celui-ci. par des cellules dudit mammifdre g6n6tiquement modifi^cs par ladite s6qucnce d'acides nucl6iques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps. L' invention conceme aussi les compositions pharmaceutiques comprenant ce materiel biologique. 
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PCT/FR98/00081 



MATERIEL BIOLOGIQUE POUR LE TRAITEMENT D * UN 
MAMMIFERE PAR TRANSFERT DE GENE D'ANTICORPS ET 
COMPOSITION PHARMACEUTIQUE LE CONTENANT. 

La presents invention concerne le domaine de 
la, therapie genique consistant a transferer dans les 
cellules d'un sujet au moins un gene codant pour une 
proteine therapeu t ique . Plus part iculieremen t , 
1* invention concerne le trans fert, dans des cellules ne 
produisant pas naturellement des anticorps, de sequences 
d'acide nucleique codant pour tout ou partie ou derive 
d'anticorps therapeutiques impliquant une coitiposante 
proteique participant a l*effet therapeutique , de sorte 
que les cellules gene tiquement modifiees par ces 
sequences d'acide nucleique et implantees chez un sujet 
produisent et secretent dans la circulation sanguine 
dudit sujet une quantite therapeutiquement efficace de 
cet anticorps. 

La therapie genique consiste a corriger la 
deficience d'un gene en introduisant , dans les cellules 
ou la deficience dudit gene est cause d'une pathologie, 
une sequence d'ADN portant 1 ' information genetique 
permettant de remedier la deficiente. Les perspectives 
d' application de la therapie genique dans le domaine des 
maladies genetiques sont nombreuses et 1 ' on peut citer 
par exemple les corrections des thalassemies , de la 
drepanocytose, des deficits du metabolisme hepatique, de 
la mucoviscidose , des myopathies, etc ... (W. F. 
Anderson, 256, 808 , 1992 ; R. C. Mulligan, Science, 
250, 926, 1993 ; D. Miller, Nature, 357, 455, 1992 ; R. 
Morgan et W. F. Anderson, Ann. Rev, Biochem. , 62., 191, 
1993 ; B. Dodet, Biofutur, Mai 1992). 

Mais la therapie genique permet aussi de 
lutter centre des maladies qui ne relevent pas 
exclusivement d'une deficience genetique, tels que des 
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cancers ou des infections virales, en introduisant dans 
les cellules de I'organe ou du tissu atteint un gene 
codant pour une proteine ou un ARN therapeutique . De 
telles substances therapeutiques sont par example des 
5 cytokines, des anticorps intracellulaire, des variants 

de proteines virales, des ARNs antisens, des ribozymes, 
etc .... 

Les techniques permettant 1 ' introduction de 
1 • information genetique dans des cellules sont decrites 

10 dans la litterature. Deux approches principales peuvent 

cependant etre envisagees. 

La premiere consistant a introduire la 
sequence d ' ADN portant 1 ' information genetique 
directement in vivo dans les cellules des organes ou 

15 tissus cibles de la therapie ou dans des cellules 

d' organes ou de tissus charges de produire la substance 
therapeutique, soit au voisinage du lieu de production, 
soit de fagon systemique. 

La seconde, relevant de la therapie 

20 cellulaire et dite ex vivo, consiste a prelever des 

cellules d*un sujet, a modifier ces cellules in vitro en 
y introduisant la sequence d'ADN portant 1 ' information 
genetique que 1 ' on souhaite transferer, puis a 
reintroduire les cellules ainsi modifiees dans 

25 l*organisme du sujet. Cette strategic therapeutique est 

par exemple decrite dans le brevet americain 
No. 5 399 346. 

Les sequences d'ADN portant 1 ' information 
genetique que I'on souhaite introduire dans les cellules 

30 sont associes f onctionnellement a des sequences d*ADN 

permettant leur expression in vivo et peuvent se 
presenter sous plusieurs formes : 

Dans le cas d'un transfert de gene 
directement in vivo selon la premiere approche envisagee 

35 ci-dessus, elles peuvent etre utilisees sous forme : 
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. libre, c'est a dire transferees sous forme 
d'ADN nu, comme un plasmide ou un fragment de 
restriction, notamment par injection in vivo dans les 
cellules, corrime decrit dans la demande de brevet 
5 Internationale publiee sous le numero WO 90 11 092; 

. complexee ou associee a d'autres molecules 
favorisant leur entree dans les cellules eucaryotes 
comme la lipofectin, le transf ectace, le transfectam, la 
polyethylenimmine, etc . . , ; 

10 . incorporee dans un vecteur viral, lequel 

sera introduit directement in vivo dans les cellules de 
I'organe ou du tissu cible par infection. 

- Dans le cas d ' un transf ert de gene selon 
la seconde approche envisagee precedemment , dite ex 

15 vivo, la sequence d'ADN est integree in vitro dans des 

cellules qui sont ensuite introduites dans I'organisme 
du sujet; il peut s ' agir alors par exemple de cellules 
souches hematopoietique, de lymphocytes T, d ' hepatocy tes 
etc.. Dans ce cas, les cellules genetiquement modifiees 

20 in vitro par la sequence d'ADN, selon les techniques 

decrites ci-dessus pour une introduction directement in 
vivo, peuvent avoir ete prelevees du sujet traite ou 
provenir d'un autre sujet humain ou animal comme le pore 
(E. Cozzi et D. J. G. White, Nature Genetics, 1, 964- 

25 966, 1995) . 

Parmi, les substances capables d'interfefer 
avec une pathologie et que I'on cherche a produire dans 
I'organisme du patient pour une therapie genique, on 
peut citer cerains antigenes ou anticorps. 

30 L' expression de sequences d'ADN codant pour 

des proteines antigeniques vise a permettre la 
.production, par les cellules genetiquement modifiees par 
cet ADN, d'antigene susceptibles d'induire une 
immunisation de l^individu. Une telle strategie de 

35 vaccination a par exemple ete mise en oeuvre dans le cas 
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de divers pathogenes dont le virus de la grippe {Tang, 
D., De Vit, M. , et Johnston, Nature, 3 56 . 152-154, 
1992) . 

La production in vitro d'anticorps, de 
5 fragments d'anticorps ou de derives d'anticorps tels que 

des anticorps chimeriques , par genie genetique dans des 
cellules eucaryotes a egalement deja ete decrite, par 
exemple dans les brevets europeens publies sous les 
numeros 120 694 et 125 023. L' injection a des patients 

iO d'anticorps therapeutiques vise a cibler des antigenes 

impliques dans une pathologie afin de neutraliser soit 
directement, soit par le biais d ' une cascade 
d' evenements metaboliques ou immunitaires , I'un des 
agents causals , de la maladie. On peut citer comme 

15 exemples de telles strategies therapeutiques, le 

traitement ou la prevention de lymphomes B (Yefenof, E., 
Picker, L. I., Scheuermann, R. N, , Vitetta, E. S., 
Street, N. E, , Tucker, T., Uhr, J. W. , Current Opinion 
in Immunology, 5, 740-744, 1993) . 

20 La demande de brevet Internationale publiee 

sous le numero WO 94 29 446 decrit 1 ' expression 
intracellulaire de sequences d*ADN codant pour des 
anticorps. Cette approche permet d'envisager une 
therapie genique directement in vivo de pathologie 

25 impliquant des composants cellulaires non accessibles 

par les methodes de vaccination traditionnelles ou 
fondee sur la production in vivo d' antigenes 
recombinants. Les sequences d'ADN exprimees par les 
cellules genetiquement modifiees selon la methode 

30 decrite dans la demande de brevet Internationale 

WO 94 29 446 sont done essentiellement caracterisees par 
le fait qu'elles comprennent un gene d'anticorps modifie 
de faQon a ce que 1' anticorps ne soit pas secrete. 

La presente invention vise au contraire a 

35 realiser 1' expression in vivo de genes d'anticorps par 
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des cellules qui secreteront lesdits anticorps dans la 
circulation sanguine du mammif ere porteur des cellules 
genetiquement modifiees par le gene d' anticorps. 

Cette invention est fondee sur la mise en 
evidence que divers types cellulaires, autres que ceux 
produisant naturellement des anticorps sont capables, 
apres modification genet ique, de produire de maniere 
stable in vivo des anticorps. 

En effet, les plasmocytes , qui sont les 
cellules specialisees pour la production d' anticorps, 
constituent de mauvais candidats pour la production a 
long terme d' anticorps therapeutiques par transfert de 
genes; les plasmocytes ont una duree de vie reduite, de 
I'ordre de quelques jours, et le fait qu'ils produisent 
deja un autre anticorps est de nature a conduire a des 
associations ou des recombinaisons entre les chaines de 
1' anticorps naturellement produit et 1' anticorps exprime 
par le gene transfere, ce qui est hautement 
prejudiciable a 1' effet therapeutique recherche. II 
etait done important de montrer que des types 
cellulaires non specialises pour la production naturelle 
d' anticorps etaient susceptibles d' accepter un transfert 
de gene, d ' exprimer in vivo un anticorps therapeutique 
et de secreter des niveaux soutenus avantageusement 
regules d' anticorps dans la circulation sanguine d'un 
mammifere. 

En consequence. la presente invention 
concerne un materiel biologique pour la preparation de 
compositions pharmaceutiques destinees a traiter un 
mammifere par transfert de gene, comprenant : 

soit au moins une sequence d'acide 
nucleique contenant un gene therapeutique et se 
presentant sous une forme permettant le transfert in 
vivo dudit gene dans des cellules de mammifere, 
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- soit au moins une cellule de mammifere ne 
produisant pas naturellement des anticorps, 
genet iquement modifiee in vitro par au moins une 
sequence d'acide nucleique precedente, et se presentant 

5 sous une forme permettant son implantation dans 

I'organisme d'un mammifere ainsi qu ' eventuellement sa 
culture prealable, 

ledit materiel biologique etant caracterise 
par le fait que ladite sequence d*acide nucleique 
•0 contient un gene d' anticorps et des elements assurant 

I'expression in vivo dudit gene d'anticorps et la 
secretion dans la circulation sanguine d'un mammifere 
d'une quantite therapeutiquement efficace de cet 
anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des cellules 
15 dudit mammifere genet iquement modifiees par ladite 

sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps. 

Par sequence d'acides nucleiques, on entend 
aussi bien des sequences d'ADN ou d'ARN ou des sequences 
20 contenant des nucleotides modifies. 

La sequence d'acides nucleiques entrant dans 
la composition du materiel biologique de 1 ' invention 
comprend : 

au moins un gene d'anticorps 
25 therapeutique, c'est a dire un gene codant pour un 

anticorps natif non modifie done naturel, ou un fragment 
d'anticorps, tels que les fragments Fab ou F(ab)'2 ou 
les fragments ScFv, ou encore un derive d'anticorps 
comme un anticorps chimerique ou un anticorps ou 
30 fragment d'anticorps fusionne a une substance effectrice 

par exemple une toxine ou une hormone; 

- au moins un element assurant I'expression 
du gene precedent; il s'agit de sequences promotrices de 
la transcription placees en amont du.gene d'anticorps et 
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controlant son expression dans les cellules ne 
produisant pas naturellement des anticorps. 

Outre le gene d* anticorps et son promoteur, 
la sequence d'acides nucleiques peut comprendre une 
sequence de terminaison de la transcription, situee en 
aval du gene d* anticorps et permettant la secretion du 
produit du gene d' anticorps dans la circulation sanguine 
du mammifere dont des cellules ont ete genetiquement 
modifiees par la sequence d'acides nucleiques. 

Le promoteur utilise peut etre tout 
promoteur permettant une expression efficace du gene 
qu'il controle dans le type cellulaire genetiquement 
modifie par la sequence- d'acides nucleiques. II peut 
ainsi etre un promoteur viral, un promoteur ubiquitaire 
ou specifique de tissu ou encore un promoteur 
synthetique. 

Selon une premiere forme de realisation, le 
materiel biologique de 1 ' invention comprend une sequence 
d'acide nucleique nontenant un gene d' anticorps et des 
elements assurant 1' expression in vivo dudit gene 
d' anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un mammifere d*une quantite therapeutiquement efficace 
de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit mammifere genetiquement modifiees par 
ladite sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps, ladite sequence se 
presentant sous la forme d'une sequence d'ADN ou d'ARN 
nue. On entend plus particulierement par sequence d'ADN 
nu un plasmide, mais il peut aussi s'agir de tout autre 
forme d'ADN tel qu ' un fragment de restriction. Une 
composition pharmaceutique a base de ce materiel 
biologique peut etre administree a un individu par 
injection ou electroporation localisee; elle contient 
alors outre, la ou les sequences d'acide nucleique du 
materiel biologique, un vehicule ou adjuvant 
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pharmaceutiquement acceptable et compatible avec des 
acides nucleiques . 

Selon une deuxieme forme de realisation, le 
materiel biologique de 1* invention comprend une sequence 
d'acide nucleique contenant un gene d'anticorps et des 
elements assurant 1' expression in vivo dudit gene 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un mammifere d'une quantite therapeutiquement efficace 
de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit mammifere genetiquement modifiees par 
ladite sequence d' acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps, ladite sequence etant 
complexee ou conjuguee a une molecule ou substance 
porteuse favorisant sa penetration dans les cellules 
cibles, comme des liposomes ou des vesicules lipidiques. 

Selon une troisieme forme de realisation, le 
materiel biologique de 1 ' invention comprend une 
sequence d'acide nucleique contenant un gene d'anticorps 
et des elements assurant 1* expression in vivo dudit gene^ 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un mammifere d'une quantite therapeutiquement efficace 
de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit mammifere genetiquement modifiees par 
ladite sequence d' acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps, ladite sequence se 
presentant sous la forme d'un vecteur de transfert. Le 
vecteur dans lequel est incorpore le gene d'anticorps 
peut etre un vecteur viral biologique, comme un 
retrovirus, un adenovirus, un parvovirus ou tout autre 
vecteur permettant le transfert efficace in vivo du gene 
d'anticorps dans les cellules d'un mammifere. Une 
composition pharmaceutique a base de ce materiel 
biologique peut etre administree a un individu soit 
localement sdit par voie systemique selon les methodes 
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classiques de transfert de gene, par transfection d'ADN 
ou d'ARN ou infection par un virus. 

Un quatrieme mode de realisation de 
1' invention releve d'une strategie de transfert de gene 
par therapie cellulaire mettant en oeuvre des cellules 
genetiquement modifiees. Dans ce mode de realisation, le 
materiel biologique de 1 ' invention est constitue de 
cellules ne produisent pas naturellement des anticorps , 
et se presentant sous une forme permettant leur 
incorporation dans 1 ' organisme d ■ un mammifere ainsi 
qu'eventuellement leur culture prealable, lesdites 
cellules etant genetiquement modifiees par au moins une 
sequence d'acide nucleique contenant un gene d' anticorps 
et des elements assurant 1' expression in vivo dudit gene 
d- anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un mammifere d'une quantite therapeutiquement efficace 
de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci. 

Le mode de realisation precedent peut etre 
mis en oeuvre selon deux variantes : 

- Soit, les cellules ne produisant pas 
naturellement des anticorps entrant dans la composition 
du materiel biologique de 1 ' invention proviennent du 
mammifere a traiter. Dans cette variante, les cellules 
sont preparees par les techniques consacrees de la 
biologie cellulaire et moleculaire, comme par exemple, a 
partir de biopsies prelevees du patient a traiter, puis 
ces cellules sont modifiees genetiquement par la 
sequence d'acide nucleique portant le gene d' anticorps, 
soit par transfection soit par infection par un vecteur 
conforme a ceux decrits precedemment dans le cas d'un 
transfert de gene directement in vivo. Les compositions 
pharmaceutiques fabriquees a partir de ce materiel 
biologique sont administrees en retour au patient dont 
les cellules ont ete prelevees. 
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- Soit, les cellules ne produisant pas 
naturellement des anticorps entrant dans la composition 
du materiel biologique de 1 ' invention proviennent d'un 
autre mammifere humain ou animal que celui a traiter. 
5 Ces cellules ont ete preparees comme dans la variante 

precedente. Dans le cas de cellules d'origine humaine, 
celles-ci proviennent de donneurs compatibles; dans le 
cas de cellules d'origine non-humaine, on utilise des 
cellules d'animaux genetiquement modifiees, comme le 

10 pore, rendues compatibles pour une greffe d*organe, 

Les cellules precedentes se presentent sous 
une forme permettant leur implantation par tout moyen 
connu dans I'organisme du mammifere receveur . Elles 
peuvent en outre se presenter sous une forme ayant 

15 permis de les cultiver prealablement a la greffe, II 

peut s'agir de tout support ou milieu de culture 
compatible avec leur adminsi tration et leur incorpation 
Chez le receveur, comme par exemple une matrice du type 
de celle decrite dans la demande de brevet europeen 

20 publiee sous le numero 378 576 concernant des 

f ibroblastes . 



Dans le quatrieme mode de realisation, mais 
aussi pour la preparation des acide nucleiques entrant 
dans la composition des materiels biologiques des autres 
mode de realisation de 1* invention, on choisi des 
cellules ne produisant pas naturellement des anticorps 
mais pos sedan t : 

la capacite de pouvoir secreter . des 
proteines dans la circulation sanguine d'un mammifere; 

- une longue duree de vie dans I'organisme 
du mammifere, avantageusement d'au moins plusieurs mois 
a plusieurs annees jusqu'a la vie entiere du patient. 

Plus particulierement pour le quatrieme mode 
de realisation de 1' invention, ces cellules sont 
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choisies pour leur capacite a accepter facilement d'etre 
prelevees, modifiees genetiquement ex vivo et implantees 
Chez un mammif ere . 

Parmi les type cellulaires presentant les 
caracteristiques precedentes, 1 ' invention envisage plus 
specif iquement les keratinocytes , les hepatocytes, les 
fibroblastes de peau, les myoblastes, les cellules 
endotheliales et les cellules souches hematopoietiques . 

II a ete demontre de maniere surprenante 
(Fenjves, E. S., Smith, J., Zaradic, S., etTeichman, L. 
B,, Human Gene Therapy, 5., 1241-1248, 1994) que les 
keratinocytes pouvaient produire relativement 
efficacement des proteines vers I'organisme et non pas 
seulement vers I'exterieur. En outre, leur culture est 
facile et en routine depuis plusieurs annees dans les 
services hospitallers pour les greffes de peau. 

La manipulation des hepatocytes est plus 
difficile que celle des keratinocytes. Cependant, il a 
ete montre (Grossman, M. , Raper, S. E., Kozarsky, K. , 
Stein, E. A., Engelhart, J. F., Muller, D. , Lupien, P. 
J., Wilson, J. M., Nature Genetics, j6, 335-341, 1994 ; 
Ferry, N, , Duplessis, O, , Houssin, D. , Danos, 0., Heard 
J-M., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, £8/ 8377-8381, 1991) 
que les hepatocytes pouvaient etre infectes par des 
retrovirus recombinants a la fois ex vivo et in vivo. 

La culture et la transduction retrovirale 
des fibroblastes de peau sont faciles (Moullier, P., 
Marechal, V., Danos, O, Heard, J-M., Transplantation, 
427-432, 1993). La manipulation des organoides est 
aisee (Moulier et al . , Nature Genetics, 4, june 1993, 
154-159). Les fibroblastes presentent I'avantage d»etre 
facilement prelevable chez un sujet par une simple 
operation chirurgicale . En outre, des protocoles de 
therapie genique sont en preparation pour la correction 
de deficits lysosomiaux chez les enfants. 
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Les myoblastes qui sont des cellules 
musculaires non dif f erenciees , peuvent aussi etre 
purifies, et seront vraisemblablement utilises sans 
modification genetique dans le cadre du traitement de 
5 certaines maladies degeneratives (Yao, S-N. , Smith, K, 

J., et Kurachi, K., Gene Therapy, 1, 99-107, 1994). 

La modification genetique de cellules 
endotheliales a deja ete realisee pour produire des 
proteines therapeutiques , par exemple dans la demande de 
10 brevet Internationale PCT publiee sous le numero 

WO 90 06997. Les cellules endotheliales, qui constituent 
la parol des vaisseaux sanguins, sont done 
particulierement adaptees a la mise en oeuvre du 
materiel biologique de 1' invention, dont le but est de 
15 faire secreter, par les cellules genet iquement 

modifiees, les anticorps dans la circulation sanguine 
d ' un mammi fere . 

D'autres types cellulaires peuvent etre 
envisages, telles ^que les cellules souches 
20 hematopoietiques , des lors qu'ils remplissent les 

caracteristiques definies plus haut. 

Le materiel biologique de 1 ' invention trouve 
son application dans la preparation de compositions 
pharmaceutiques destinees a traiter ou a prevenir les 
25 rechutes de cancers, et les infections - ou expansions 

virales plus particulierement le SIDA. 

Le cancer touche environ une personne sur 
quatre dans les populations occidentales et les 
traitements disponibles aujourd'hui ne sont reellement 
30 satis faisants que pour un patient sur deux. 

Des maladies virales graves touchent de 
maniere de plus en plus importante les populations 
humaines, on pense bien entendu plus particulierement 
aux virus HIV, pour lequel on ne dispose a 1 ' heure 
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actuelle d'aucun traitement efficace pour prevenir ou 
traiter 1' infection. 

Le materiel biologique de 1 ' invention est 
remarquable en ce qu'il permet d'envisager une nouvelle 
5 approche therapeutique de ces maladies tres graves . 

En effet, dans le cas des cancers, il permet 
a I'organisme de disposer sur le long terme d'anticorps 
specif iques des cellules tumorales soit cytocides, soit 
induisant la dormance cellulaire. Ce but est atteint en 
10 utilisant des sequences d'acide nucleique portant un 

gene codant pour des anticorps diriges contre un 
antigene specif ique de cellules tumorales. 

Dans le cas des infections virales, le 
materiel biologique de 1 'invention permet a I'organisme 
15 de maintenir sur le long terme un niveau basal 

d'anticorps soit neutralisants pour les virus, soit 
cytocides pour les cellules infectees. Ce but est 
atteint en utilisant des sequences d'ADN codant pour des 
- anticorps diriges contre un antigene specif ique du virus 
20 responsable de la dite infection ou contre un antigene 

specif ique des cellules infectees par ledit virus. 

La presente invention concerne done aussi 
les compositions pharmaceut iques comprenant un materiel 
biologique tel que defini precedemment , Ces compositions 
25 . peuvent contenir outre le materiel biologique de 

1' invention, des vehicules ou adjuvants classiquement 
utilises. Les doses de materiel biologique entrant dans 
ces compositions pharmaceutiques sont adaptees au mode 
d' administration utilisee, a la pathologie visee, de la 
30 sequence d*acide nucleique mise en oeuvre at de sa forme 

de presentation, pour permettre la production et la 
secretion d'une quant ite therapeutiquement efficace de 
1' anticorps dans la circulation sanguine du sujet 
traite. 
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L' invention concerne aussi des cellules 
humaines ou non-humaines ne produisant pas nature llement 
des anticorps, mais genetiquement modifiees par au moins 
une sequence d'acide nucelique contenant un gene 
d'anticorps therapeut ique et des elements assurant 
1* expression in vivo dudit gene d'anticorps et la 
secretion dans la circulation sanguine d'un mammifere 
ayant re<;:u lesdites cellules d ' une quantite 
therapeutiquement efficace de cet anticorps ou d'un 
fragment de celui-ci. 

Ces cellules constituent un materiel 
biologique particulierement adapte pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinees a une therapie 
cellulaire ex vivo d'un individu. 

Les cellules humaines precedentes , des lors 
qu*elles ne proviennent pas du patient chez lequel elles 
sont implantees, ou les cellules animales, sont bien 
entendu, prealablement a leur implantation, traitees par 
tous moyens physiques ou genetiques, connus de I'homme 
du metier, pour etre protegees du systeme immunitaire du 
patient les recevant. 

L' invention a encore pour objet 
1 'utilisation d*un materiel biologique ou de cellules de 
precedents, pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee au traitement des cancers ou 
d* infections virales . L' invention concerne aussi 
1 ' utilisation d'une sequence d'acides nucleiques 
contenant un gene d'anticorps et des elements assurant 
1' expression in vivo dudit gene d'anticorps et la 
secretion dans la circulation sanguine d'un mammifere 
d'une quantite therapeutiquement efficace de cet 
anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des cellules 
dudit mammifere genetiquement modifiees par ladite 
sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
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naturellement des anticorps, pour la preparation de 
compositions pharmaceut iques destinees a traiter un 
mammifere par transfert de gene. Plus particulierement , 
cette utilisation vise la preparation de compositions 
5 pharmaceutiques destinees au traitement des cancers ou 

d' infections virales. 

L' invention concerne enfin un precede de 
fabrication d'une cellule genetiquement modifiee par au 

10 moins une sequence d'ADN codant pour un anticorps 

thdrapeutique pu un fragment de cet anticorps, 
caracterisee en ce que 1 • on transfert par tout moyen 
approprie des sequences d'ADN codant pour un anticorps 
therapeutique ou un fragment de cet anticorps, dans des 

15 cellules ne produisant pas naturellement des anticorps, 

puis en ce que 1 * on selectionne parmi ces cellules 
celles genetiquement modifiees par ladite sequence 
d'ADN. 

20 Outre les caracteris tiques qui precedent, 

1' invention comporte d'autres caracter istiques qui 
apparaitront au cours de la description qui suit et qui 
se referent a des exemples experimentaux de realisation 
et de mise en oeuvre de la presente invention, etant 

25 entendu que ces exemples ne sauraient constituer une 

quelconque limitation a la portee des revendications . 

Les travaux rapportes ci-dessous ont permis 
de demontrer que ; 

^0 - in vitro des cellules prelevables chez le 

patient, modifiables genetiquement ex vivo et 
reimplantables, qui ne produisent pas naturellement des 
anticorps, sont capables de secreter des anticorps 
recombinants conservant les proprietes de 1* anticorps 

35 d'origine, 
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- au moins un type cellulaire precedent est 
capable de secreter in vivo des anticorps recombinants 
conservant les proprietes de 1' anticorps d'origine. 

- le materiel biologique de 1 ' invention 
n'induit dans 1 * organisme modifie aucune reponse 
immunitaire neutralisant 1' anticorps recombinant. 

I - Definition d e 1' anticorps recombinant. 

L' anticorps recombinant modele utilise pour 
les. experiences de transfert de gene d' anticorps 
rapportees ci-apres est un anticorps monoclonal de 
souris anti-thyroglobuline humaine (TglO) (Piechaczyk et 
al., Hybridoma, vol. 4, 4, (1985), 361-367). Son clonage 
moleculaire et la caracterisation f onctionnelle des ADN 
complementaires de sa chaine lourde et de sa chalne 
legere ont ete effectues comme indique ci-apres. 

La thyroglobuline est une glycoproteine 
iodee de haut poids moleculaire impliquee dans la 
synthese, le stockage et la secretion des hormones 
thyroidiques T3 et T4 (Marriq, c, C. Arnaud, M. 
Holland, and S. Lissitzky. 1980. Eur, J, Biochem. 
111:3347). Un anticorps monoclonal de souris, designe 
ci-apres TglO, dirige contre une region antigenique 
(region II) frequemment reconnu par des autoanticorps 
naturels chez les patients atteints de maladie de Grave, 
de la thyroidite de Hashimoto et des carcinomes de la 
thyroide, a ete etabli par des membres du laboratoire 
30 CNRS UMR 9921 de la Faculte de pharmacie de 

Montpelllier, Avenue Charles Flahaut, 34060, Montpellier 
Cedex 01, France (Piechaczyk et al . , Hybridoma, vol. 4, 
4, (1985), 361-367). Les ADN complementaires des chalnes 
legeres (Kappa) et lourde (IgGl) de 1» anticorps TglO ont 
ete clones dans le vecteur pSPORTl (Gibco/BRL) par les 
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techniques consacrees du genir genet ique (Sambrook, J., 
E. F, Fritsch, and T. Maniatis. 1989. Molecular Cloning 
: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, NY, USA) . Les sequences 
nucleotidiques des parties variables des chalnes lourdes 
et legeres qui specifient chacune des chaines 
d'anticorps ont ete determinees et sont representees 
respectivement aux figures 1 et 2 en annexe. Le clonage 
et le sequengage des ADNc de I'anticorps TglO ont ete 
effectues au laboratoire sus-mentionne . 

Pour leur caracterisation f onctionnelle, les 
ADNc de la chalne legere et de la chalne lourde de 
I'anticorps TglO ont ete clones dans le vecteur 
retroviral pLXPXSN (Morgan, R. A., L. Couture, O. Elroy- 
Stein, J. Ragheb, B. Moss, and W. F. Anderson. 1992. 
Nucl. Acids Res 20:1293-1299) soit de part et d' autre de 
la sequence IRES du poliovirus endogene a ce vecteur 
pour former les vecteurs PM130, soit individuellement en 
amont de la sequence IRES pour former les vecteurs PM117 
et PM124, comme represente a la figure 3 en annexe). Les 
cellules simiennes COS-7 (ATCC CRL 1651) ont ensuite ete 
transfectees par la technique au phosphate de calcium 
soit par PM130 seul, soit par la combinaison 
PM117+PM124. La presence dans les surnageants de culture 
d'anticorps reactifs centre la thyroglobuline humaine a 
ete testee par la technique ELISA (Piechaczyk et al., 
Hybridoma, vol. 4, 4, (1985), 361-367). En outre, les 
constantes cinetiques d ' association et de dissociation 
de I'anticorps recombinant TglO produit par les cellules 
COS-7 avec la thyroglobuline ont ete determinees a 
partir des surnageants de culture par resonance 
plasmonique de surface (Fagerstam, L. G., and R. 
Karlsson. 1993. Biosensor techniques. in 
Immunochemistry . V. Oss and M, vanRegenmortel , eds , M 



wo 98/31808 PCT/FR98/00081 



Dekker Inc. p. 949-970) suivant la technique Biacore 
developpee par la societe Pharmaci Biosensor. 

Les valeur de ces constantes sont rapportees 
5 dans le tableau 1 ci-dessous. 

Tableau 1 



Anticorps 


Constante 
cinetique 
d' association 
kon (M-ls-l) 


Constante 
cinetique de 
dissociation 
koff (s-1) 


Constante 
d'af finite 
Ka 


Anticorps TglO 
nature 1 


4,6 ± 
0,1 X 105 


5,3 ± 
0,2 X 10-5 


8,6 ± 
0,4 X 109 


Anticorps TglO 

recombinant 

(PM117+PM124) 


1,4 ± 
0,3 X 105 


4,3 ± 
1,0 X 10-5 


3,2 ± 
1,4 X 109 


Anticorps TglO 

recombinant 

(PM130) 


2,1 ± 
1,5 X 105 


6,0 ± 
0,4 X 10-5 


3,5 ± 
2,7 X 109 


Chaine lourde de 
1 ' anticorps TglO 
recombinant 
(PM117+PM124) 


1, 0 ± 
0,3 X IQS 


3,0 ± 
0,2 X 10-4 


3,3 ± 
1,2 X 108 



De fagon surprenante, le tableau 1 montre 
10 que la chaine lourde synthetisee seule a partir de PM124 

est secretee par les cellules COS-7 et reconnait la 
thyroglobuline humaine ayec une affinite diminuee 
seulement de 10 fois par rapport a 1' anticorps complet. 

15 II - Lianees oroductrices de retrovirus. 

La plupart des cellules primaires sont 
extremement sensibles aux methodes de transfection 
classiques. En outre, la duree de vie, et done 
20 1 ' expression, de 1*ADN transfecte est en general tres 

courte dans la plupart des cellules transf ectees . 

Pour permettre une infection efficace de 
types cellulaires varies et une expression sur le long 
terme de 1' anticorps TglO dans les cellules 
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genetiquement modifiees, une lignee cellulaire 
productrice de retrovirus recombinants vehiculant et 
exprimant les ADNc de I'anticorps TglO a ete etablie. 

Les cellules d ' empaquetage retroviral 
amphotrope PA 317 (Miller, D. and Buttimore, 1986, 
Molec. Cell Biol. 6, 2895-2902) ont ete transfectees par 
la technique du precipite au phosphate de calcium par le 
vecteur retroviral PM13 0. Plusieurs clones producteurs 
stables ont ete etablis. La lignee PA130,10 a ete 
utilisee pour les experiences d' infection ulterieures. 
Son titre en virus, dose sur la lignee indicatrice NIH 
3T3 (Miller, D. and Buttimore, 1986, Molec. Cell Biol. 
6, 2895-2902) a ete de 10^ cfu/ml. 

Ill - Experiences in vi tro. 



Les retrovirus produits par la lignee 
PA130.10 ont ete utilises pour infecter differentes 
lignees cellulaires etablies representatives de 
differents types cellulaires disponibles aupres de 
1' American Type Culture Collection (ATCC) : 

- lignee NIH3T3 de fibroblastes murins; 

- lignee A431 de keratinocytes humains; 

- lignee HepG2 d'hepatocytes humains; 

- lignee C2C12 de myoblastes. 

Differents clones cellulaires ont ete 
derives pour chaque type de transduction retrovirale et 
I'anticorps TglO produit dans le surnageant de culture a 
ete dose par ELISA. Les resultats obtenus sont rapportes 
dans le tableau 2 ci-dessous. 
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Tableau 2 



Lignees 


Anticorps TglO 


Lignee NIH3T3 


88 +/- 65 HQ / 105 cellules / 24hrs 


Lignee A431 


35 +/- 6 ng / 10^ cellules / 24hrs 


Lignee HepG2 


3,5 +/- 1,5 ng / 10^ cellules / 24hrs 


Lignee C2C12 


2 +/- 0.6 ng / 10^ cellules / 24hrs 



En outre, dans le cas des myoblastes C2C12 
5 differencies in vitro en myotubes la production est 

conservee . 

Les proprietes thermodynamiques et 
cinetiques des anticorps produits par ces differents 
types cellulaires determinees par resonance plasmonique 
•0 de surface selon la technogie BIAcore (Pharmacia 

Biosensor) se sont revelees etre identiques a celles de 
1' anticorps TglO de depart. 

Les vecteurs retroviraux ont dans un second 
temps ete utilises pour infecter des fibroblastes 
15 primaires de peau de souris (infection retrovirale et 

des hepatocytes humains ( transf ection) . Les productions 
en anticorps ont ete respectivement de : 

- 10 a 20 ng / 10^ cellules / 3 jours, et de 

- 1 a 10 ng / 10^ cellules / 4 jours. 

20 De meme, les caracteristiques des anticorps 

produits ont ete les memes que celles de 1' anticorps de 
depart , 

IV - Experience in vivo. 

25 

Des cellules C2C12 modifiees genetiquement 
et qui ont conserve la capacite de se differencier en 
myotubes ont ete implantees par injection dans les 
jambiers anterieurs de 4 souris syngeniques C3H a raison 
30 de 10^ cellules par jambier. 
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Chez 3 des 4 souris, la production 
d'anticorps recombinants ayant conserve les proprietes 
thermodynamique et la propriete de reconnaissance de 
I'antigene de I'anticorps de depart a ete suivie pendant 
5 deux mois. La quantite d'anticorps produite s'est 

regulierement elevee du niveau de base a une production 
d' environ 100 ng/ml de serum. 

V - Absence de reponse immunitaire 
'0 neutralisant 1 ' anticorps recombinant , 



Un des buts essentiels de 1' invention est de 
faire produire de maniere systemique un anticorps 
recombinant, avantageusement therapeutique par des 
cellules genetiquement modifiees de mammifere. 

Un risque possible de cette approche est 
1' induction d ' une reponse immunitaire de la part de 
I'organisme modifie pouvant entrainer la neutralisation 
de I'anticorps recombinant. 

Cette objection a ete ecartee par les 
resultats experimentaux presentes ci-dessous. 

2 X lO'^ cellules myogeniques primaires 
exprimant de fagon stable I'anticorps monoclonal TglO 
apres transduction retrovirale sont implantees au niveau 
du tibialis anterior de souris C3H. Le serum des souris 
est preleve a des intervalles d'une semaine pendant 
plusieurs mois. La quantite d'anticorps TglO secretes 
est dosee par la methode ELISA. En parallele, la 
quantite d'anticorps anti-idiotype est determinee par 
ELISA. 

Dans une serie de 5 souris, la secretion de 
I'anticorps TglO s'est situee entre 100 et 300 ng/ml de 
serum pendant 4 mois, Aucune reponse anti-idiotype n'a 
pu etre detectee dans ces conditions. 
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REVENDICATIONS . 

1) Materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinees a traiter un 
5 maimnifere par transfert de gene, comprenant, soit au 

moins une sequence d'acide nucleique contenant un gene 
therapeutique et se presentant sous une forme permettant 
le transfert in vivo dudit gene dans des cellules de 
mammifere, soit au moins une cellule de mammifere ne 

10 produisant pas naturellement des anticorps, 

genetiquement modifiee in vitro par au moins une 
sequence d'acide nucleique precedente, et se presentant 
sous une forme permettant son incorporation dans 
I'organisme d'un mammifere ainsi qu ' eventuellement sa 

15 culture prealable, caracterise en ce que ladite sequence 

d'acides nucleiques contient un gene d'anticorps et des 
elements assurant 1' expression in vivo dudit gene 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un mammifere d'une quantite therapeutiquement efficace 

20 de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des 

cellules dudit mammifere genetiquement modifiees par 
ladite sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps. 

25 2) Materiel biologique selon la 

revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence d'acide nucleique contenant un gene d'anticorps 
et des elements assurant 1' expression in vivo dudit gene 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 

30 d'un mammifere d'une quantite therapeutiquement efficace 

de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit mammifere genetiquement modifiees par 
ladite sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps, ladite sequence se 
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presentant sous la forme d*une sequence d'ADN ou d'ARN 
nue. 

3) Materiel biologique selon la 
revendication 1, caracterise en ce qu*il comprend une 
sequence d*acide nucleique contenant un gene d'anticorps 
et des elements assurant 1' expression in vivo dudit gene 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un mammifere d'une quantite therapeutiquement efficace 
de cet anticorps ou d*un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit mammifere genetiquement modifiees par 
ladite sequence d*acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps,- ladite sequence etant 
complexee ou conjuguee a une molecule ou substance 
porteuse . 

4) Materiel biologique selon la 
revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence d'acide nucleique contenant un gene d' anticorps 
et des elements assurant 1' expression in vivo dudit gene 
d' anticorps et la secreti on dans la circulation sanguine 
d'un manunifere d'une quantite therapeutiquement efficace 
de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit mammifere genetiquement modifiees par 
ladite sequence d*acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps, ladite sequence etant un 
vecteur permettant le transfert efficace in vivo du gene 
d* anticorps dans des cellules. 

5) Materiel biologique selon la 
revendication 4, caracterise en ce que le vecteur est un 
vecteur viral biologique, 

6) Materiel biologique selon la 
revendication 1, caracterise en ce qu ' il est constitue 
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de cellules ne produisent pas naturellement des 
anticorps, sous une forme permettant leur incorporation 
dans I'organisme d'un mammifere ainsi qu ' eventuel lament 
leur culture prealable, lesdites cellules etant 
5 genetiquement modifiees par au moins une sequence 

d'acides nucleiques contenant un gene d'anticorps et des 
elements assurant 1' expression in vivo dudit gene 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d*un mammifere d'une quantite therapeutiquement efficace 
10 de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci. 

7) Materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinees a traiter un 
mammifere par transfert de gene, selon la revendication 

15 6, caracterise en ce que les cellules ne produisant pas 

naturellement des anticorps proviennent du mammifere a 
traiter. 

8) Materiel biologique pour la preparation 
20 de compositions pharmaceutiques destinees a traiter un 

mammifere par transfert de gene, selon la revendication 
6, caracterise en ce que les cellules ne produisant pas 
naturellement des anticorps proviennent d'un autre 
mammifere que celui a traiter et ont subit un traitement 
25 les rendant compatibles. 

9) Materiel biologique selon 1 ' une 
quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que les cellules ne produisant pas naturellement 

30 des anticorps sont choisies parmi celles possedant : 

- la capacite de pouvoir secreter des 
proteines dans la circulation sanguine d'un mammifere; 

- une longue duree de vie dans I'organisme 
d'un mammifere. 
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10) Materiel biologique selon la 
revendication 9, caracterise en ce que les cellules ne 
produisant pas naturellement des anticorps sont choisies 
pariui celles acceptant facilement d'etre prelevees, 
modifiees genetiquement ex vivo et implantees chez un 
maminifere, 

11) Materiel biologique selon 1 ' une 
quelconque des revendications 9 et 10, caracterise en ce 
que les cellules ne produisant pas naturellement des 
anticorps sont choisies parmi les keratinocytes , les 
hepatocytes, les fibroblastes de peau, les myoblastes, 
les cellules endotheliales et les cellules souches 
hematopoxetiques . 

12) Materiel biologique selon 1 * une 
quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que le gene d' anticorps est un gene codant pour un 
anticorps natif, un fragment ou un derive de cet 
anticorps tel qu'un anticorps chimerique. 

13) Materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinees a traiter ou a 
prevenir un cancer chez un sujet, selon la revendication 
12, caracterise en ce que ledit anticorps, fragment ou 
derive d' anticorps est dirige centre un antigene 
specif ique de cellules tumorales . 

14) Materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinees a traiter ou a 
prevenir une infection ou une expansion virale chez un 
sujet, selon la revendication 12, caracterise en ce que 
ledit anticorps fragment ou derive d' anticorps est 
dirige contre un antigene specifique du virus 
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responsable de la dite infection ou centre un antigene 
specif ique des cellules infectees par ledit virus. 

15) Composition pharmaceutique comprenant un 
5 materiel biologique selon 1 * une quelconque des 

revendications 1 a 14 avantageusement en association 
avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

16) Cellule hiimaine ou non ne produisant pas 
10 naturellement des anticorps, caracterisee en ce qu'elle 

est genet iquement modifiee par au moins une sequence 
d'acide nucleique contenant un gene d' anticorps 
therapeutique et des elements assurant 1' expression in 
vivo dudit gene d' anticorps et la secretion dans la 
15 circulation sanguine d'un mammifere ayant regu lesdites 

cellules d'une quantite therapeutiquement efficace de 
cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci. 

17) Utilisation d'un materiel biologique 
20 selon I'une quelconque des revendications 1 a 14 ou de 

cellules selon la revendication 16, pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee au traitement 
des cancers ou d' infections virales . 

25 18) Utilisation d'une sequence d'acide 

nucleiques contenant un gene d' anticorps et des elements 
assurant 1 'expression in vivo dudit gene d'anticorps et 
la secretion dans la circulation sanguine d*un mammifere 
d'une quantite therapeutiquement efficace de cet 

30 anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des cellules 

dudit mammifere genet iquement modifiees par ladite 
sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps, pour la preparation de 
compositions pharmaceutiques destinees a traiter un 

35 mammifere par transfert de gene. 
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19) Utilisation selon la revendication 18, 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destines au traitement des cancers ou d' infections 
virales . 

20) Procede de fabrication d'une cellule 
selon la revendication 16, caracterise en ce que 1 • on 
trans fert par tout moyen approprie au moins une sequence 
d'acides nucleiques contenant un gene d'anticorps et des 
elements assurant 1* expression in vivo dudit gene 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un mammifere d'une quantite therapeutiquement efficace 
de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit mammifere genetiquement modifiees par 
ladite sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps dans des cellules ne 

_ produisant pas naturellement des anticorps, puis en ce 
que 1 ' on selectionne parmi ces cellules celles 
genetiquement modifiees par ladite sequence d'acide 
nucleique. 
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